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RIASSUNTO  
 
Il microbiota di alimenti fermentati tradizionali, prodotti senza l’uso di starter, 
può essere una fonte preziosa di batteri lattici autoctoni con potenziali 
applicazioni come colture bioprotettive. In questo studio 100 ceppi di batteri 
lattici isolati da pecorini a latte crudo e salami tradizionali prodotti in Toscana 
sono stati valutati per la produzione di batteriocine in vitro. Il surnatante 
purificato dei ceppi coltivati in idoneo brodo di coltura è stato testato verso un 
panel di microorganismi tramite “agar well diffusion assay” (AWDA). Per il 5% 
dei ceppi è stata evidenziata un’attività antimicrobica batteriocina-correlata. Il 
surnatante di L.plantarum LPU4, identificato tramite test fenotipici e PCR 
specie-specifica, ha mostrato un’azione inibente verso isolati di S.aureus con 
caratteristiche di antibiotico-resistenza, incluso un ceppo MRSA (meticillin-
resistant Staphylococcus aureus), per questo motivo è stato selezionato per 
una ulteriore caratterizzazione. L’attività nel surnatante di L.plantarum LPU4 è 
rimasta immutata dopo trattamento con catalasi mentre non è stata rilevabile 
dopo l’aggiunta di proteinasi K, pepsina e pronasi, mostrando la natura proteica 
dell’effetto inibente. Una banda peptidica bioattiva con massa approssimata di 6 
kDa è stata rilevata attraverso tricina-SDS PAGE e biosaggio delle proteine 
semi-purificate del surnatante. La successiva analisi MALDI-TOF della banda 
escissa dal gel di elettroforesi ha confermato la presenza di una proteina con 
massa molecolare di 4866.7 Da. Il “peptide mass fingerprint” ottenuto dalla 
digestione triptica della proteina è stato confrontato con quelli presenti nei 
maggiori databases e ha permesso di stabilire che la batteriocina prodotta da 
L.plantarum LPU4 non aveva omologie con altre batteriocine note, di 
conseguenza questa nuova batteriocina è stata chiamata plantaricina LPU4.  
La plantaricina LPU4 si è mostrata termoresistente (87% di attività residua dopo 
15 minuti a 121°C) e la sua attività non è stata inibita da detergenti (Tween 20, 
SDS, Triton X100), da sali (EDTA, NaCl) e da prolungata esposizione a un 
largo range di pH (2-12). I geni implicati nella sintesi della plantaricina LPU4 
sono stati localizzati a livello plasmidico, come dedotto dalla perdita di 
produzione e dell’autoimmunità dopo il curing del ceppo. La batteriocina ha 
mostrato un modo di azione batteriostatico e un’attività incrementata in 
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soluzioni acide. La massima produzione (3200 AU/ml-1) è stata raggiunta 
durante la fase tardo-esponenziale di crescita di L.plantarum LPU4 ed è rimasta 
costante fino a 48 ore. Brodi di coltura con pH iniziale tra 5.5 e 6.2 hanno 
aumentato significativamente la produzione della plantaricina, così come 
l’aggiunta al terreno di sostanze con attività tamponanti nei confronti 
dell’abbassamento del pH legato alla produzione di acidi organici durante la 
crescita. Allo stesso modo, temperature di incubazione relativamente basse 
(15°C-25°C) rispetto all’optimum per la crescita (30°C) hanno determinato una 
produzione significativamente più alta della plantaricina, mentre a 37°C non è 
stata rilevata la presenza di attività inibente. 
La plantaricina LPU4 ha mostrato: 1) un incremento dell’efficacia a valori di pH 
uguali a quelli registrati nel pecorino da cui era stata isolata, 2) un’attività 
antimicrobica non inibita da NaCl, 3) una produzione aumentata da condizioni 
di pH e temperatura riscontrabili nella matrice durante la stagionatura; per 
questi motivi può essere considerata un buon candidato per ulteriori studi mirati 
all’applicazione tecnologica come cultura bioprotettiva nei pecorini tradizionali a 
latte crudo toscani.  
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1. INTRODUZIONE 
 
1.1 BATTERIOCINE 
 
Le batteriocine sono proteine o peptidi con attività antimicrobica prodotte da un 
gran numero di batteri. Da diversi anni sono oggetto di numerosi studi 
soprattutto per il loro potenziale utilizzo come bioconservanti negli alimenti. 
Rispetto agli antibiotici (il cui uso negli alimenti non è permesso), le batteriocine 
hanno generalmente uno spettro di attività ristretto a ceppi di specie correlate e 
particolarmente a ceppi della stessa specie del produttore; inoltre sono 
sintetizzate ribosomicamente e sono prodotte nella fase iniziale della crescita 
batterica (metaboliti primari), mentre gli antibiotici sono metaboliti secondari 
(Zacharof et al., 2012). Inoltre, grazie alla loro struttura proteica, le batteriocine 
sono facilmente degradate dagli enzimi proteolitici presenti nel tratto 
gastrointestinale dei mammiferi, come dimostrato recentemente da Bernbom et 
al. (2009) per la pediocina PA-1, per cui, a differenza degli antibiotici, sono 
generalmente considerate innocue per la salute umana. In tabella 1.1, adattata 
da Perez et al. (2014), sono riportate sinteticamente ulteriori differenze tra le 
batteriocine e gli antibiotici convenzionali. 
 
Tab. 1.1. Principali differenze tra batteriocine e antibiotici  
Caratteristiche Batteriocine Antibiotici 
Applicazioni Alimentari/cliniche Cliniche 
Sintesi Ribosomale Metaboliti secondari 
Spettro di attività Generalmente ristretto Largo 
Intensità dell’azione Attive nel range nano-
micromolare 
Attive nel range 
micro-millimolare 
Degradabilità proteolitica Alta Da moderata a 
nessuna 
Stabilità al calore Alta Bassa 
Range di pH per l’azione Largo Stretto 
Colore/odore/sapore No Sì 
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Caratteristiche Batteriocine Antibiotici 
Propensione alla 
bioingegnerizzazione 
Sì No 
Meccanismo di sviluppo di 
resistenza da parte del 
target 
Cambiamenti della 
composizione della 
membrana cellulare 
Determinanti genetici 
trasferibili che 
inattivano il composto 
attivo 
Modo di azione Formazione di pori, 
inibizione della sintesi 
della parete cellulare 
Parete o membrana 
cellulare, target 
intracellulari 
Tossicità verso cellule 
eucariote 
Generalmente no Sì 
 
La prima batteriocina scoperta è stata la colicina, prodotta da E.coli e descritta 
nel 1925. A partire dal 1969, anno in cui la nisina (una batteriocina prodotta da 
Lactococcus lactis) fu approvata dalla FAO-WHO come conservante 
alimentare, numerosi studi sono stati focalizzati sulla ricerca e la 
caratterizzazione di batteriocine prodotte da batteri lattici, microorganismi food-
grade (usati da tempi immemori per la produzione di alimenti fermentati) e 
considerati GRAS (generally regarded as safe). 
Attualmente la nisina è l’unica batteriocina legalmente permessa come  additivo 
alimentare in Europa (E234) mentre negli USA la FDA (Food and Drug 
Administration) ha approvato l’uso di altri preparati come Microgard® 
(composto a base di latte contenente estratti di crescita, tra cui batteriocine, di 
Propionibacterium freudenreichii spp shermanii) e ALTA® (contenente la 
pediocina PA-1). Al contrario, l’utilizzo negli alimenti di batteri lattici food-grade 
in grado di produrre batteriocine in situ non è vietato, e ciò ha portato alla 
selezione e commercializzazione di ceppi da utilizzare ad esempio nei prodotti 
fermentati allo scopo di incrementare la sicurezza microbiologica o migliorare le 
caratteristiche organolettiche del prodotto. Infatti le batteriocine, lisando le 
cellule di altri batteri lattici presenti nella microflora dei prodotti fermentati, 
favoriscono la liberazione di attività enzimatiche che vanno a migliorare le 
proprietà sensoriali dell’alimento.  
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Rimanendo in campo alimentare, un altro interessante uso delle batteriocine 
prevede la loro immobilizzazione o incorporazione in packaging bioattivi, come 
descritto da Neeto et al.(2008) che ha riportato la capacità un film plastico 
nisina-coated di ridurre la crescita di Listeria monocytogenes in salmone 
affumicato sottovuoto. In questo modo l’azione antimicrobica delle batteriocine 
può essere applicata anche ad alimenti non fermentati.  
Inoltre il rilascio graduale di batteriocine da un film plastico sulla superficie di un 
alimento può essere più vantaggioso rispetto alla tecnica di immergere o 
spruzzare l’alimento con le batteriocine, dal momento che in questi casi l’attività 
antimicrobica potrebbe essere ridotta o inattivata dai componenti dell’alimento 
stesso o diluita al di sotto della concentrazione attiva a causa della migrazione 
all’interno del prodotto (Zacharof et al., 2012). 
E’ stato riportato anche l’uso delle batteriocine come parte della “hurdle 
technology” infatti diverse batteriocine mostrano effetti additivi o sinergici 
quando usate in combinazione tra loro o con altri agenti antimicrobici di tipo 
chimico (come ad es. acetato di sodio o lattato di sodio) o con trattamenti fisici 
come HHP (high hydrostatic pressure) o PEF (pulsed electric field) (Gàlvez et 
al., 2007).  
Una accurata revisione degli studi pubblicati sull’uso delle batteriocine negli 
alimenti è stata condotta da Gàlvez et al. (2008) ed è riportata nella tabella 1.2.  
 
Tab. 1.2: applicazioni delle batteriocine negli alimenti 
Prodotto Applicazione delle batteriocine 
Latte crudo Riduzione della crescita microbica e aumento della shelf life, 
inattivazione della carica mesofila in associazione con HHP o 
PEF 
Formaggio Inibizione di C. tyrobutyricum in formaggi duri o semiduri, 
inibizione di patogeni (L. monocytogenes) o tossigeni (B. 
cereus, S. aureus) nella matrice o sulla superficie, uso di ceppi 
batteriocinogenici come colture starter o protettive per inibire 
patogeni o lo sviluppo di microflora avventizia  (non starter 
LAB), accelerazione della stagionatura attraverso rilascio di 
enzimi intracellulari 
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Prodotto Applicazione delle batteriocine 
Prodotti a 
base di latte 
Inibizione di batteri sporulanti (C.botulinum) in prodotti lavorati, 
inibizione di contaminazione post-processo di L. 
monocytogenes 
Carne cruda, 
macinata o 
sottovuoto 
Decontaminazione di carne cruda, estensione della shelf life di 
carne cruda sottovuoto, inibizione di L.monocytogenes sulla 
superficie di carne cruda o macinata 
Prodotti a 
base di carne 
cotti 
Inibizione di germi alteranti, estensione della shelf life di 
prodotti sottovuoto, riduzione dell’intensità di trattamenti fisici in 
prodotti a base di carne preaffettati, colture protettive contro 
patogeni o alteranti in carne cotta sottovuoto 
Uova e 
derivati 
Estensione della shelf life, diminuzione intensità trattamenti 
termici, aumentata inattivazione di patogeni in combinazione 
con trattamenti fisici 
Prodotti 
carnei 
fermentati  
Inibizione batteri alteranti, inibizione di patogeni alimentari, uso 
di starter batteriocinogenici, incremento della predominanza 
degli starter durante la fermentazione 
Pesci 
affumicati 
Controllo di L.monocytogenes in salmone attraverso 
batteriocine purificate o ceppi batteriocinogenici, utilizzo di 
batteriocine in combinazione con altri trattamenti fisici e chimici 
in salmone per estensione della shelf life 
Frutta e 
vegetali crudi 
Riduzione di L.monocytogenes in vegetali crudi e frutta pre-
tagliata 
Succhi di 
frutta e 
bevande 
Prevenzione dell’alterazione di Alicyclobacillus in succhi di 
frutta e bevande, riduzione di E.coli O:157 in succhi di frutta, 
inibizione di L.monocytogenes in latte di soia 
Vegetali 
fermentati  
Miglioramento della fermentazione in sauerkraut, della 
fermentazione di olive da tavola, controllo di L.monocytogenes 
in kimchi 
Bevande 
fermentate 
Inibizione della flora alterante in birra, inibizione dell’alterazione 
del vino, controllo della fermentazione malolattica in vino, 
riduzione dell’aggiunta di solfiti in vino, inibizione della flora 
alterante in sidro 
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La potenziale applicazione clinica delle batteriocine è anch’essa oggetto di 
studio, grazie al fatto che alcune di esse si sono dimostrate in grado di inibire 
patogeni antibiotico-resistenti come S.aureus meticillino-resistenti (MRSA) ed 
E.faecalis vancomicina-resistenti (VRE). Okuda et al. (2013) hanno riportato 
che la nisina A e la lacticina Q esercitavano una forte attività antibatterica 
contro MRSA sia nella forma planctonica che in biofilm, mentre la vancomicina 
era attiva solo verso le cellule in forma planctonica. Questi risultati potrebbero 
portare ad applicazioni pratiche come ad esempio la decontaminazione di 
dispositivi medici invasivi, spesso causa di infezioni nei pazienti costretti ad 
utilizzarli. 
Inoltre, i meccanismi biosintetici delle batteriocine (più semplici rispetto a quelli 
degli antibiotici convenzionali) le rendono più adatte a essere manipolate 
tramite bioingegnerizzazione per aumentarne l’efficacia o la specificità verso il 
target, ad esempio creando ceppi che producono alte quantità di batteriocina 
grazie all’inserimento di plasmidi multipli all’interno della cellula ospite. Per 
raggiungere lo stesso scopo è possibile clonare e amplificare i geni codificanti 
per una batteriocina in vettori shuttle che ne permettano l’espressione eterologa 
in altri ceppi, come ad esempio la produzione di lacticina 3147 in Enterococcus. 
E’ anche possibile alterare la struttura di lantibiotici e non lantibiotici 
introducendo nuove modifiche post traduzionali attraverso specifici enzimi: per 
esempio alcune batteriocine sono state ciclizzate per proteggerle dall’azione di 
peptidasi e proteasi. Grazie a queste possibilità, la terapia antibiotica con 
batteriocine ingegnerizzate potrebbe diventare meno dannosa per la microflora 
dell’intestino. 
Nella tabella 1.3, adattata da Balciunas et al (2013), sono riportati altre 
applicazioni delle batteriocine in campo farmaceutico riportate in letteratura: 
Tab.1.3: applicazioni in campo farmaceutico 
gruppo Applicazioni 
Lantibiotici Trattamento della pressione arteriosa, infiammazioni e 
allergie, infezioni della pelle, mastiti, herpes, carie 
dentaria, ulcera peptica 
Colicine Trattamento di infezioni urogentali, coliti emorragiche, 
sindrome uremico-emolitica 
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gruppo Applicazioni 
Microcine Trattamento delle salmonellosi 
 
 Anche in campo veterinario è stato investigato l’uso della nisina nella 
prevenzione e nella cura delle mastiti bovine, una malattia che causa forti 
perdite economiche tra gli allevatori in tutto il mondo. L’uso di antibiotici 
convenzionali comporta il rischio di contaminazione del latte, Kitazaki et al. 
(2010) hanno dimostrato che un farmaco iniettabile a base di nisina poteva 
controllare il 99.9% dei batteri causa di mastite come lo S.aureus e lo 
S.agalactiae 60.  
 
1.2 CLASSIFICAZIONE DELLE BATTERIOCINE 
 
1.2.1 EVOLUZIONE DELLA CLASSIFICAZIONE 
A causa della continua scoperta di nuove batteriocine, il sistema per la loro 
classificazione è in continua evoluzione e diversi parametri sono stati utilizzati 
per definire le diverse classi. Nel 2005, Cotter et al. proposero una suddivisione 
in due categorie principali, eliminando la classe III in cui fino ad allora erano 
inserite le batteriocine termosensibili di grande peso molecolare che vennero 
ridefinite “batteriolisine”. Questa classificazione è stata condivisa da molti  
ricercatori, anche se la dicitura “batteriocine di classe III” è rimasta per 
identificare le batteriolisine. Nella tabella 1.4, adattata da Balciunas et al. 
(2013), sono riportate le suddivisioni delle diverse classi: 
 
Tab.1.4: classificazione delle batteriocine 
Classe Subclasse Esempio 
Classe I o Lantibiotici Tipo A (molecole lineari) 
Tipo B  
(molecole globulari) 
Nisina 
Mersadicina 
Classe II Sottoclasse IIa 
Sottoclasse IIb 
Sottoclasse IIc 
Pediocina PA-1 
Varie plantaricine 
Lattococcina 
Classe III  Elveticina J 
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1.2.2 CLASSE I (LANTIBIOTICI) 
I lantibiotici sono piccoli peptidi (di solito <5 KDa) contenenti nella loro struttura 
aminoacidi termostabili rari come la lantionina (due alanine legate da un ponte 
disolfuro) o la beta-metil-lantionina (alanina legata a un aminoacido butirrico da 
un ponte disolfuro). Questi legami determinano la formazione di ring all’interno 
della struttura proteica e le conferiscono le caratteristiche distintive. I lantibiotici 
sono divisi in due tipi: tipo A: peptidi lineari, cationici e tipo B, di forma 
globulare. Il principale rappresentante di questa classe è la nisina, composta da 
34 aminoacidi e di cui si conoscono due varianti, la nisina A e la nisina Z. Per la 
sua natura acidica, la nisina è completamente stabile in soluzioni a pH 2 e può 
essere conservata per lungo tempo a temperatura di refrigerazione. Viceversa, 
a pH 7 viene inattivata anche a temperatura ambiente. L’uso della nisina 
nell’industria alimentare è largamente diffuso, ad esempio come agente 
antibotulinico in formaggi, preparazioni di uova, salse e cibi in scatola. Esibisce 
un largo spettro antimicrobico che include L.monocytogenes, Staphylococcus 
aureus e Bacillus cereus.  
 
1.2.3 CLASSE II  
A questa classe appartengono piccoli peptidi termostabili (<10KDa) non 
contenenti aminoacidi inusuali. Le batteriocine di classe II sono caratterizzate 
da un alto contenuto di glicina, sono fortemente cationiche (pI 8-11) e 
possiedono domini idrofobici e anfifilici. Inoltre sono suddivise in tre sottoclassi: 
- sottoclasse a: batteriocine anti-Listeria, costituite da 37-48 aminoacidi con 
configurazione N-terminale a beta foglietto contenente una sequenza 
conservata (YGNGVXC) ritenuta responsabile dell’attività antiListeria e una o 
due eliche nel C-terminale. La pediocina PA-1 è il rappresentante di questa 
classe ed è prodotta da P.acidilactici ma anche da ceppi di L.plantarum e da 
alcuni enterococchi; 
- sottoclasse b: batteriocine a due peptidi, la cui complementarietà permette  di 
avere la forma attiva. A questo gruppo appartengono la plantaricina JK, la 
plantaricina EF, la plantaricina S (a e b); 
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- sottoclasse c: batteriocine con un legame covalente tra le estremità C e N 
terminale risultante in una struttura ciclica molto stabile..Appartengono a questo 
gruppo l’enterocina AS-48, la circularina A e la  reutericina 6; 
- sottoclasse d: comprende tutte le batteriocine di classe II non classificabili 
nelle categorie precedenti: a un peptide lineare, non pediocina-like, secrete 
attraverso la sec-pathway, mancanti del peptide leader. 
 
1.2.4 CLASSE III 
A questa classe appartengono batteriocine termolabili di grandi dimensioni (>30 
kDa) che hanno attività e struttura complesse. Sono prodotte principalmente da 
batteri gram positivi e possono essere suddivise in due distinte categorie: 
batteriolisine, che uccidono le cellule sensibili tramite lisi cellulare (a questo 
gruppo appartengono la lisostafina, prodotta da Staphylococcus aureus e la  
enterolisina A, prodotta da Enterococcus faecalis) e batteriocine non litiche 
come l’elveticina J, prodotta da Lactobacillus helveticus. 
 
1.3 BIOLOGIA DELLE BATTERIOCINE PRODOTTE DA BATTERI LATTICI 
 
La produzione di batteriocine è un tratto comune di molti batteri, sia Gram 
positivi che Gram negativi. E’ stato ipotizzato che la maggior parte delle specie 
batteriche sia in grado di produrre batteriocine grazie al fatto che i loro 
determinanti genetici sono molto semplici e spesso associati con elementi 
trasferibili come plasmidi o trasposoni coniugativi (Cotter et al., 2005). Nei 
batteri lattici i geni correlati alla sintesi delle batteriocine sono spesso 
organizzati in clusters che includono un gene (o due per le batteriocine a due 
peptidi) strutturale che codifica per il prepeptide, geni per l’autoimmunità 
dedicati, generalmente collocati a fianco o a valle dell’operone, un gene per le 
proteine trasportatrici di membrana e (nelle batteriocine di classe II) un gene 
per una proteina accessoria per la secrezione (Nes et al., 1996). Inoltre sono 
presenti dei geni regolatori, ad esempio per quelle batteriocine la cui 
produzione è regolata via quorum-sensing. Le batteriocine sono generalmente 
sintetizzate come prepetidi biologicamente inattivi costituiti da un peptide leader 
N-terminale attaccato a un propeptide C-terminale. Il peptide leader ha 3 
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funzioni: -serve come sito di riconoscimento che dirige il prepeptide verso le 
proteine di maturazione e trasporto, -protegge il ceppo produttore mantenendo 
la batteriocina in uno stato inattivo mentre è all’interno della cellula batterica, -
interagisce con il dominio del propeptide per determinare la giusta 
conformazione della struttura proteica necessaria all’interazione con gli enzimi 
di modificazione (Perez et al. 2014).  
Tra i lantibiotici la biosintesi della nisina è stata ben descritta. La  nisina  A è 
sintetizzata come un prepeptide inattivo, gli enzimi NisB e NisC deidratano e 
ciclizzano il propeptide e un ABC-trasporter (NisT) trasloca la proteina nello 
spazio extracellulare. Una proteasi, NisP, taglia il peptide leader e rilascia la 
forma attiva della nisina La lipoproteina NisI che può legare la nisina e il 
complesso NisFEG che si lega alla NisT costituiscono il sistema di 
autoimmunità. La nisina stessa agisce come peptide segnale attraverso una 
istidina chinasi (NIsK) e una proteina di regolazione della risposta (NisR) per 
regolare la produzione della batteriocina.  
Anche le batteriocine di classe II sono sintetizzate come prepeptidi inattivi che 
contengono generalmente un caratteristico sito proteolitico a doppia glicina, 
anche se alcune sono sintetizzate con una tipica sequenza segnale di tipo sec-
dipendente. Dopo la traduzione, il prepeptide è processato da specifici enzimi 
che tagliano il peptide leader in concomitanza con la loro traslocazione verso lo 
spazio extracellulare grazie a un ABC-trasporter dedicato che a volte richiede 
una proteina accessoria. Tuttavia c’è un numero crescente di nuove 
batteriocine scoperte che non hanno la sequenza leader e sono 
immediatamente attive dopo la traduzione (Perez et al., 2014).  
Il sistema che regola la produzione delle batteriocine di classe II è composto da 
tre parti: un induttore peptidico (un peptide batteriocina-like ma senza attività 
antimicrobica), sintetizzato a bassi livelli come prepeptide, viene secreto 
all’esterno, quando raggiunge una concentrazione soglia attiva una istidina 
chinasi transmembrana che a sua volta attiva una proteina regolatrice che va 
ad attivare la trascrizione della batteriocina e degli elementi accessori iniziando 
un feedback positivo.  
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1.4 MECCANISMI DI AZIONE 
 
I meccanismi di azione delle batteriocine sono legati alla classe a cui 
appartengono: l’azione dei lantibiotici è dovuta a un doppio meccanismo che 
comprende l’interferenza con la sintesi della parete cellulare e la formazione di 
pori nella membrana cellulare. In particolare la nisina usa il lipide II, un 
precursore del peptidoglicano della parete cellulare, come recettore per iniziare 
il suo effetto: mentre la sintesi della parete e quindi la crescita cellulare risultano 
inibite, i complessi nisina-lipide II si aggregano e formano dei pori nella 
membrana cellulare. I risultanti cambiamenti nella permeabilità con l’efflusso di 
ioni K, aminoacidi e ATP attraverso i pori sono responsabili della morte del 
target. E’ stato provato che il legame della nisina previene anche la 
concentrazione del lipide II, un importante processo che facilita la fuoriuscita 
delle spore.  
Nel caso della lacticina 3147, un lantibiotico a due peptidi, prima la subunità 
alfa si lega al lipide II, poi richiama la subunità beta che causa la formazione dei 
pori e la batteriolisi.  
Le batteriocine di classe II agiscono attraverso le eliche C-terminali che si 
inseriscono nella membrana della cellula target dissipando la forza motrice 
protonica, determinando una perdita del potenziale di membrana e del 
gradiente di pH (Moll et al. 1999). Dai pori fuoriescono ioni K, fosfato, DNA, 
RNA, beta-galattosidasi: nel tentativo di mantenere o ristabilire la forza motrice 
protonica, c’è un rapida deplezione di ATP (fino a ridurlo al 2% del totale) e la 
cellula muore. L’iniziale interazione tra batteriocina e target è attribuita alla forza 
elettrostatica che si instaura tra i fosfolipidi carichi negativamente della 
membrana e zona cariche positivamente della struttura della batteriocina, 
tuttavia le batteriocine di classe IIa (ad es. la pediocina PA-1) sembrano 
richiedere uno specifico recettore per legarsi  alla membrana del target. E’ stato 
dimostrato che queste batteriocine si legano a una proteina implicata nel 
trasporto del mannosio per il metabolismo intracellulare. In particolare le 
batteriocine anti-Listeria si legano alla subunità IIC del complesso mannosio-
PTS compromettendo la funzione di trasporto, causando un efflusso di ioni e 
portando la cellula a morte. Sebbene questo meccanismo non sia stato ancora 
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del tutto chiarito, risulta però evidente che una down-regolazione 
dell’espressione di man-PTS in cellule di Listeria monocytogenes  porta ad una 
aumentata resistenza alle batteriocine di classe IIa, mentre quando 
l’espressione viene ristabilita, la sensibilità alle batteriocine si riattiva. 
Le batteriocine di classe III hanno un modo di azione diverso: promuovono la 
lisi della parete cellulare del target attraverso la loro porzione N-terminale che è 
omologa a una endopeptidasi coinvolta nella sintesi della parete stessa, mentre 
la porzione C-terminale ha la funzione di riconoscere il target. 
 
1.5 BATTERIOCINE PRODOTTE DA L.PLANTARUM 
 
Numerose batteriocine di piccole dimensioni e termostabili sono prodotte da 
ceppi di L.plantarum, come riferito da Todorov (2009). In tabella 1.4 sono 
riportati alcuni esempi: 
 
  tab.1.4: esempi di plantaricine 
matrice di isolamento 
del ceppo 
Nome batteriocina 
Salame Plantaricina UG1 
Salame Plantaricina 154 
Salame Plantaricina1.25L 
Vegetali Plantaricina NA 
Cetrioli fermentati Plantaricina C19 
Cetrioli fermentati Plantaricina EF 
Plantaricina JK 
Olive verdi fermentate Plantaricina S e T 
Ananas Plantaricina 149 
Mosto d’uva Plantaricina J23 
Olive nere Plantaricina ST23LD e 
ST341LD 
Molassa Plantaricina ST28MS 
Formaggio Cabrales Plantaricina C 
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matrice di isolamento 
del ceppo 
Nome batteriocina 
Formaggio di capra a 
latte crudo 
Plantaricina LC74 
Kefir Plantaricina ST8KF 
Cassava fermentata Plantaricina K 
Mais fermentato Plantaricina KW 30 
Birra Batteriocina ST13BR 
 
Diversi studi supportano la convinzione che i geni codificanti per le batteriocine 
siano largamente diffusi tra ceppi wild-type di L.plantarum isolati da matrici 
alimentari. Ad esempio Sáenz et al. (2009) hanno trovato che su 33 ceppi 
isolati da mosti d’uva il 74% conteneva i geni codificanti per la plantaricina EF, 
Ben Omar et al. (2008) in uno studio su 31 ceppi isolati  da un prodotto 
tradizionale congolese a base di mais hanno riscontrato la presenza 
dell’operone plnEFI in 13 isolati, dei geni plnJ e plnK in 6 isolati e del gene plnG 
in 16 isolati. Nel 2013, Lavilla-Lerma et al. in uno studio sulle caratteristiche 
probiotiche di ceppi di L.plantarum isolati da formaggio di capra a latte crudo, 
hanno evidenziato la presenza di geni codificanti per varie plantaricine in 12 
ceppi su 36.  
 
1.6 POTENZIALI APPLICAZIONI DELLE BATTERIOCINE IN ALIMENTI 
TRADIZIONALI 
 
Negli ultimi anni si è assistito ad un aumento della consapevolezza dei 
consumatori riguardo agli effetti sulla salute dei conservanti utilizzati negli 
alimenti. Questo ha comportato un aumento della richiesta di prodotti alimentari  
“naturali” e “tradizionali” intendendo con ciò prodotti minimamente addizionati o 
del tutto privi di sostanze chimiche. Recentemente, una ricerca di mercato 
effettuata in sei nazioni europee nell’ambito del progetto TRUEFOOD 
(TRaditional United Europe Food, http://www.truefood.eu) ha riportato una 
generale buona attitudine verso il consumo di alimenti tradizionali che sono 
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risultati associati positivamente con i termini qualità, salute, sicurezza e sapore 
caratteristico (Almli et al. 2011).  
Una delle principali sfide per i produttori di alimenti tradizionali è quella di 
mantenere le caratteristiche di naturalità dei loro prodotti garantendo nello 
stesso tempo i severi requisiti previsti dalla normativa riguardo alla sicurezza 
microbiologica degli alimenti. L’applicazione delle batteriocine come 
biopreservanti sembra essere una buona alternativa per garantire la sicurezza 
dei prodotti tradizionali senza ricorrere all’uso di sostanze chimiche. D’altra 
parte, da uno studio sul gradimento di innovazioni nella preparazione dei 
prodotti tradizionali da parte dei consumatori (Sulmont et al., 2007) è risultato 
che l’utilizzo di processi o sostanze naturali che incrementino la sicurezza 
dell’alimento senza modificarne il sapore è ben accettato, classificandosi al 
terzo posto tra le innovazioni più tollerate dopo la garanzia dell’origine e l’uso di 
materie prime biologiche. 
 Il settore della produzione di alimenti tradizionali in Europa consiste soprattutto 
di piccole e medie imprese. Nell’ambito dell’industria di cibi e bevande, queste 
rappresentano più del 99% delle imprese e impiegano circa il 70% della forza 
lavoro (Guerrero L, 2012). La valorizzazione degli alimenti tradizionali ha quindi 
delle ricadute rilevanti, considerando inoltre che incrementa la varietà degli 
alimenti a disposizione dei consumatori e contribuisce allo sviluppo e al 
sostentamento  di aree rurali.  
In generale i formaggi a latte crudo, prodotti in un’area geografica delimitata e 
usando pratiche tradizionali tramandate da una generazione all’altra, sono 
inclusi nella definizione di prodotti tradizionali, sia che abbiano il marchio DOP 
sia che rientrino nella categoria dei “prodotti tipici”. Molto spesso gli studi sui 
formaggi a latte crudo sono stati focalizzati sul sostenere posizioni a favore o 
contro, senza definire obiettivamente e chiaramente i rischi e i benefici del loro 
consumo. Negli Stati Uniti ad esempio è vietata la vendita di formaggi a latte 
crudo, a meno che non abbiano subito un periodo di stagionatura di almeno 60 
giorni. Un recente report (Gould et al., 2014) su episodi di tossinfezioni 
alimentari da formaggi verificatesi negli USA nel periodo 1998-2011, ha rilevato 
una più alta percentuale di tossinfezioni legate al consumo di formaggi a latte 
pastorizzato rispetto a quelle da formaggi a latte crudo in termini assoluti, 
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valutando però la percentuale relativa (rispetto alla quantità di formaggio a latte 
crudo consumato negli USA) l’incidenza di tossinfezioni da formaggi a latte 
crudo risulta più alta. Tuttavia, come gli stessi autori riportano, le tossinfezioni 
causate da formaggi a latte crudo sono nella maggior parte dei casi da riferire a 
tipologie di formaggi freschi definiti “Mexican style” importati in maniera illegale 
dal Messico o prodotti in proprio. Al contrario in Europa, dove esiste una lunga 
tradizione di produzioni casearie tradizionali a latte crudo, l’ultimo report 
pubblicato dall’EFSA (EFSA report, 2014) sulle zoonosi alimentari e gli episodi 
di tossinfezione non rileva un rischio maggiore nel consumo di questi alimenti. 
D’altra parte in Europa, per garantire la sicurezza dei formaggi non pastorizzati 
sono stati sviluppati programmi di certificazione degli animali da latte, sistemi 
HACCP adattati e sistematici controlli sulla qualità microbiologica di tutta la 
catena produttiva. I formaggi a latte crudo tradizionali risultano nel complesso 
alimenti sicuri e con caratteristiche sensoriali uniche, derivanti dall’alta diversità 
tassonomica della loro microflora con conseguente alta diversità di attività 
microbiche, che sono la base delle loro caratteristiche di prodotti sicuri dal 
gusto diversificato (Montel et al. 2014). 
Durante il processo di fermentazione, la microflora lattica inibisce i 
microorganismi patogeni e alteranti grazie a meccanismi di competizione nella 
crescita batterica e alla produzione di acidi organici (Caplice and Fitzgerald 
1999). Inoltre, molti batteri lattici indigeni sono in grado di sintetizzare le 
batteriocine, incrementando la loro funzione naturalmente protettiva.  
Esiste una estesa letteratura che descrive ceppi di batteri lattici isolati da 
prodotti caseari tradizionali  capaci di inibire i maggiori patogeni del formaggio 
(L.monocytogenes, S.aureus, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium, 
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa) in terreni di laboratorio. In 
particolare sono state descritte le batteriocine prodotte da L. plantarum LL441 
isolato da Cabrales, un formaggio tradizionale spagnolo (González et al., 1994); 
L. plantarum TF711 da un formaggio di Tenerife (Hernández et al. 2005); L. 
plantarum LMG P-26358 da un formaggio artigianale francese (Mills et al., 
2011) e L. plantarum ST71KS da Feta greca (Martínez et al., 2013).  
Per quanto riguarda l’applicazione di batteriocine direttamente nella matrice 
formaggio, Beshkova et al. (2012) hanno recentemente revisionato la 
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letteratura esistente e in tabella 1.5 sono riportati alcune delle applicazioni più 
significative. 
 
Tab. 1.5 uso di batteri lattici produttori di batteriocine in diverse produzioni casearie 
Ceppo 
produttore 
Batteriocina Applicazione  Effetti osservati 
L.Lactis CNRZ 
150 
Nisina Coltura starter 
insieme a L.Lactis 
CNRZ 1076 in 
Camembert 
Riduzione di 2.4 
Log ufc/g di L. 
monocytogenes 
dopo 6 settimane 
L.Lactis IPLA 729 Nisina Z Coltura aggiuntiva 
in Vidiago 
Controllo della 
crescita di 
C.tyrobutiricum  e 
prevenzione del 
gonfiore tardivo 
L.Lactis 
trasformati:CL1 
(ped+) e CL2 
(nis+, ped+) 
Pediocina Coltura aggiuntiva Riduzione dei 
conteggi di 
L.monocytogenes, 
S. aureus e E.coli 
E.faecium FAIR-E 
198 
Enterocina Coltura aggiuntiva 
in Feta greca 
Inibizione di 
L.monocytogenes 
Lb gasseri K7 Bacteriocina Coltura aggiuntiva 
in formaggio a 
pasta dura 
Inibizione di 
C.tyrobutiricum, 
riduzione di 
NSLAB a <100 
ufc/g dopo 8 
settimane 
L.lactis DPC 4275 Lacticina 3147 Starter in 
formaggio 
Cottage  
99.9% di 
riduzione del 
conteggio di 
L.monocyotgenes 
dopo 5 giorni 
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Ceppo 
produttore 
Batteriocina Applicazione  Effetti osservati 
L.lactis INIA 639 Lacticina 481 Coltura starter in 
formaggio 
Hispanico  
Incrmento nella 
proteolisi, 
incrmento attivtà 
amino-peptidasi e 
aminoacidi totali 
dopo 25 giorni, 
riduzione gusto 
amaro 
L.lactis CNRZ 
481 
Lacticina 481 Coltura aggiuntiva 
in Cheddar 
Riduzione di 2 
logaritmi dei 
NSLAB, 
incremento livelli 
LDH 
L.lactis DPC 3286 Lactococcina A, 
B, M 
Coltura aggiuntiva 
in Cheddar 
Incremento LDH, 
incremento 
aminoacidi liberi, 
riduzione gusto 
amaro 
 
  
 19	  
2. SCOPO DELLA TESI  
 
La valorizzazione delle produzioni alimentari locali può essere sostenuta da 
studi scientifici in grado di produrre applicazioni tecnologiche volte 
all’incremento della salubrità e delle caratteristiche sensoriali dei prodotti stessi. 
Lo scopo di questa tesi è stato di ricercare batteri lattici produttori di batteriocine 
tra ceppi isolati dalla microflora autoctona di pecorini a latte crudo tradizionali e 
salami a fermentazione naturale prodotti in diverse aree della Toscana. Dopo la 
fase di screening, i ceppi di interesse sono stati sottoposti a test di laboratorio 
per verificare la natura proteica della loro azione antimicrobica. 
Successivamente una batteriocina prodotta da L.plantarum, avente lo spettro di 
attività più interessante, è stata selezionata e caratterizzata. 
Le indagini a cui è stata sottoposta la batteriocina sono state mirate a ottenere 
risultati che consentissero di stabilire la sua classe di appartenenza. E’ stata 
valutata la resistenza al calore, a un largo range di pH e ad alcune sostanze 
chimiche, è stata determinata la sua massa molecolare ed è stato fatto un 
fingerprinting dei peptidi triptici della proteina allo scopo di ricercare omologie 
con altre batteriocine già caratterizzate. E’ stata verificata la capacità di inibire 
la crescita di Listeria monocytogenes e il modo di azione. 
IL setting dei parametri di laboratorio per la valutazione di alcune caratteristiche 
della batteriocina si è basato sulla scelta di condizioni che mimassero 
l’ambiente alimentare da cui il ceppo era stato isolato per valutare la possibile 
applicazione pratica. Di conseguenza sono state effettuate prove di verifica 
dell’attività inibente in soluzioni a pH paragonabile a quello della matrice, è 
stata verificata la produzione della batteriocina a temperature simili a quelle 
esistenti durante la stagionatura ed è stato verificato l’effetto della presenza di 
NaCl sull’attività antibatterica. 
Inoltre è stata valutata la localizzazione dei determinanti genetici della 
batteriocina allo scopo di ottenere un ceppo isogenico batteriocina-deficiente 
(Bac-). Il ceppo Bac- è stato utilizzato negli esperimenti come controllo negativo 
allo scopo di discernere l’effettivo contributo della batteriocina nell’azione 
antimicrobica totale del ceppo.  
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3. MATERIALI E METODI 
 
 3.1 CEPPI BATTERICI ESAMINATI PER LA PRODUZIONE DI 
BATTERIOCINE 
 
La ricerca di ceppi produttori di batteriocine è stata condotta tra: 
i)  39 ceppi di L.plantarum dei quali 38 provenienti da una collezione 
dell’Università di Pisa, isolati da alimenti fermentati a diversi stadi di 
maturazione e 1 ceppo certificato DSM (German Collection of 
Microorganisms). Nella tabella 3.1 sono riportati i dati relativi alla 
matrice alimentare, alla zona geografica di produzione e al periodo 
dell’isolamento: 
Tab.3.1: provenienza degli isolati di L. plantarum 
N. ceppi Alimento di isolamento Zona di 
produzione 
alimento 
Periodo di 
isolamento 
5 pecorino a latte crudo Siena Da 7 a 60 giorni 
dalla produzione 
12 pecorino a latte crudo Migliarino (Pisa) Da 7 a 28 giorni 
dalla produzione 
7 pecorino a latte crudo Lunigiana - 
12 pecorino a latte crudo Pisa Da 28 a 60 giorni 
dalla produzione 
4 salame  Pisa Fine stufatura 
1 Ceppo DSM 20174* - - 
 
ii) 59 ceppi di batteri lattici che presentavano attività antimicrobica al 
momento dell’isolamento da matrice alimentare. I ceppi sono stati 
selezionati dalla flora lattica autoctona di due prodotti fermentati 
tradizionali: la “Mortadella delle Apuane”, un salame prodotto nella 
zona di Massa Carrara e il “Pecorino a latte crudo”  prodotto a 
Lorenzana (Pisa).  
Nel caso della mortadella delle Apuane è stato valutato l’andamento della flora 
lattica durante la fase di stagionatura di un campione naturalmente contaminato 
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da Listeria spp.: la selezione dei ceppi con attività antagonistica è stata 
effettuata nel periodo in cui i valori di pH e aw dell’alimento erano favorevoli alla 
crescita di Listeria monocytogenes (secondo il Reg. 2073/05) ma non si 
registrava un aumento della concentrazione del patogeno. 
Per il pecorino a latte crudo, contaminato artificialmente con Listeria 
monocytogenes per un “challenge test”, la selezione è stata condotta a 40 
giorni dalla produzione, durante un periodo di costante decrescita della 
concentrazione di Listeria monocytogenes. 
 
3.2 CEPPI BATTERICI INDICATORI 
 
I ceppi batterici usati come indicatori nella fase di screening sono riportati nella 
tabella 3.2: 
Tab.3.2: microorganismi target usati nella fase di screening 
CAMPIONI DA TESTARE INDICATORI 
Surnatante di coltura di L. plantarum 
 
L. monocytogenes ATCC19117, 
9 ceppi di L. monocytogenes wild type 
E. faecalis JH2-2 
S. Choleraesuis ATCC 14028 
5 ceppi Salmonella spp wild type 
5 ceppi Pseudomonas fluorescens 
pigmentanti wild type 
Colonie cresciute in terreno solido 
dalla flora lattica di mortadella delle 
Apuane e pecorino a latte crudo 
L. monocytogenes ATCC19117 
E. faecalis JH2-2 
Surnatante di coltura dei batteri lattici 
sopra citati con attività antagonistica in 
terreno solido 
L. monocytogenes ATCC 19117, 
L.innocua ATCC 33090 
E. faecalis JH2-2 
S. aureus ATCC 25923 
Lactococcus lactis IL 1403 
9 ceppi di L. monocytogenes wild type 
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I ceppi indicatori sono stati coltivati in brodo BHI (M17+1% lattosio per L. lactis 
IL 1403) fino alla fase medio-esponenziale di crescita, quindi un’aliquota di ogni 
ceppo è stata addizionata con glicerolo (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) alla 
concentrazione finale di 15% e conservata a -80°C.  
Al momento dell’uso, le aliquote sono state diluite 1:5 con BHI (M17 nel caso di 
L.lactis) e utilizzate per inoculare il corrispondente terreno agarizzato (0,7 o 
1,2% di agar) alla concentrazione finale di 0,1% v/v ( circa 105-106 ufc/ml). 
 
3.3 METODICHE DI SCREENING 
 
3.3.1 METODO DEL TRIPLO STRATO  
La metodica del triplo strato (Todorov et al. 2011) è stata usata per ricercare 
ceppi di batteri lattici con attività antimicrobica direttamente nei prodotti 
“mortadella delle Apuane” e “pecorino a latte crudo”: 10 g di alimento sono stati 
prelevati per il conteggio dei lattobacilli (in MRS agar) e dei cocchi lattici (in M17 
agar+1% lattosio) utilizzando la tecnica dell’inclusione in doppio strato di agar. 
Al termine dell’incubazione le piastre che presentavano meno di 50 colonie 
sono state ricoperte con un terzo strato di soft agar (BHI agar 0,7%) inoculato 
con L. monocytogenes ATCC 19117 o E. faecalis JH2-2. Dopo incubazione per 
24 ore a 37°C, sono state selezionate 59 colonie di batteri lattici presunti 
circondate da un alone di inibizione nei confronti del target. 
Le colonie, purificate con tre successivi passaggi in MRS agar o M17 agar, 
sono state identificate come batteri lattici con il test della catalasi e la 
colorazione di Gram, quindi i ceppi sono stati conservati a -80°C fino al 
momento dell’uso. 
 
3.3.2 AGAR WELL DIFFUSION ASSAY (AWDA) E SPOT-ON THE-LAWN 
ASSAY 
La ricerca di attività antimicrobica nel surnatante di coltura è stata condotta su 
100 ceppi (41 L. plantarum e 59 ceppi LAB non identificati).  
I ceppi sono stati rivitalizzati con due passaggi in terreno appropriato (30°C - 24 
ore) e un’aliquota pari all’1% (v/v) è stata inoculata in 40 ml di MRS broth o M17 
broth. 
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Dopo incubazione a 25°C per 24 ore il surnatante è stato recuperato tramite 
centrifugazione (16000 g per 30 minuti a 4°C, modello 5415-Eppendorf), 
aggiustato con NaOH 5 N al valore di pH registrato nella matrice al momento 
dell’isolamento di ogni ceppo e filtrato (filtri da 0.22 µm, Sterivex-GP, Millipore). 
Per il metodo di diffusione in piastra (agar well diffusion assay-AWDA), pozzetti 
da 8 mm di diametro sono stati ricavati in piastre Petri contenenti 15 ml di 
terreno di coltura agarizzato (1.2%) a pH 6 inoculato con il target e riempiti con 
100 µl di surnatante. Dopo incubazione per 24 ore alla temperatura di crescita 
del target è stata verificata la presenza di un alone di inibizione: sono stati 
considerati positivi i campioni con aloni >1 mm misurato dal bordo del pozzetto. 
Gli stessi campioni sono stati valutati in parallelo con il metodo spot-on-the-
lawn: 10 µl di surnatante sono stati versati sulla superficie di piastre Petri 
contenenti 12 ml di soft agar (agar 0.7%) inoculato con il target: dopo 24 ore di 
incubazione alla temperatura adatta sono stati considerati positivi i campioni 
che producevano un  alone di inibizione con diametro >2 mm. 
 
3.4 SELEZIONE E IDENTIFICAZIONE DEI CEPPI CON ATTIVITA’ 
ANTIMICROBICA  
 
Attività antimicrobica è stata riscontrata nel surnatante di 2 ceppi di L. 
plantarum (denominati LPU3 e LPU4)  e 3 ceppi (denominati 64 A-C-D) di 
specie ignota. 
I ceppi di L.plantarum, già identificati con PCR specie-specifica secondo le 
indicazioni di Torriani et al. (2001), sono stati valutati fenotipicamente con API 
50 CHL (Biomerieux, France), mentre i ceppi 64 A-C-D sono stati identificati 
solo a livello fenotipico con API 50 CHL. 
 
3.5 VERIFICA DELLA NATURA DELL’ATTIVITA’ INIBENTE NEI SURNATANTI 
DI COLTURA 
 
Per determinare la natura proteica dell’attività antimicrobica dei ceppi 
selezionati sono state condotte le seguenti prove: 
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- test della neutralizzazione del pH: il pH del surnatante è stato aggiustato a 6 
con NaOH  
- test della catalasi: un’aliquota di surnatante è stata addizionata con l’enzima 
catalasi (Parchem, USA) in concentrazione finale 1 mg/ml e incubata 1 ora a 
37°C 
- test degli enzimi proteolitici: ad aliquote di surnatante sono stati aggiunti 
separatamente gli enzimi  pepsina (SigmaAldrich), tripsina (SigmaAldrich) e 
proteinasi K (Invitrogen) in concentrazione finale 1mg/ml. Il pH è stato 
aggiustato con HCl 1 N per attivare l’attività proteolitica secondo le indicazioni 
delle ditte produttrici, i campioni sono stati incubati 1 ora a 37°C. 
Un’aliquota di terreno di coltura è stato usato in ogni prova come controllo 
negativo. L’attività antimicrobica residua dopo ogni trattamento è stata 
determinata con AWDA e spot-on-the lawn verso E. faecalis JH2-2 o L. 
monocytogenes ATCC.  
 
3.6 SELEZIONE DEI CEPPI DI INTERESSE 
 
Sulla base dello screening iniziale i ceppi di L. plantarum LPU3 e LPU4 sono 
stati selezionati per ulteriori analisi.  
 
3.7 SPETTRO DI ATTIVITA’ 
 
Oltre ai microorganismi utilizzati nella fase di screening, lo spettro di azione 
delle batteriocine prodotte da L. plantarum LPU3 e L. plantarum LPU4 è stato 
valutato con AWDA contro i microorganismi riportati nella tabella 3.3: 
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Tab.3.3: microorganismi utilizzati per valutare lo spettro di attività dei ceppi L. plantarum LpU3 e 
LpU4.  
INDICATORE/ PROVENIENZA TERRENO DI 
COLTURA 
CONDIZIONI DI 
CRESCITA 
E. faecalis ATCC 19433 
 E. faecalis wild type (5 ceppi), IZSLT 
E. faecalis V583 (vancomicina resistente) 
E. faecium, ATCC 19434 
E. faecium,BM4147(vancomicina resistente) 
BHI, pH 6 
MRS, pH 5.8 
37°C, 24 ore 
Lact plantarum, IZSLT 
Leuc. citreum, IZSLT 
MRS, pH 5.8 30°C, 24 ore 
Carnobacterium divergens,  IZSLT 
Lact.lactis, IL1403, IPLA 
BHI, pH 6 
M17+1% latt. 
30°C, 24 ore 
Staphylococcus aureus, gentamicina 
resistente (4 ceppi), UP 
Staphylococcus aureus, beta-lattamasi 
resistente (5 ceppi), UP 
Staphylococcus aureus, meticillina 
resistente (1 ceppo), UP 
BHI, pH 6 30°C, 24 ore 
Yersinia enterocolitica, 5 ceppi,IZSLT BHI, pH 6 30°C, 24 ore 
IZSLT: Istituto Zooprofilattico Lazio e Toscana, UP: Università di Pisa, IPLA: Instituto de 
Productos Lactéos de Asturias, Spain 
 
3.8 TRICINA SDS-PAGE E BIOASSAY  
 
Allo scopo di confermare l’attribuzione della attività antimicrobica alla presenza 
di batteriocine, le proteine dei surnatanti di coltura di L. plantarum LPU3 e LPU4 
sono state: 1) semi-purificate per precipitazione, 2) separate 
elettroforeticamente tramite tricina-SDS-PAGE, 3) valutate per l’attività 
antibatterica tramite bioassay. 
 
3.8.1 PURIFICAZIONE DELLE PROTEINE DEL SURNATANTE 
La precipitazione delle proteine è stata eseguita utilizzando 3 metodiche: 
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1) precipitazione con metanolo (Wessel and Fusse, 1964): a 800 µl di 
campione sono stati addizionati metanolo, cloroformio e acqua distillata 
in proporzioni 3:1:4, vortexando il campione dopo ogni aggiunta. La 
soluzione finale è stata centrifugata per 2 minuti a 16000g, il pellet è 
stato recuperato, trattato nuovamente con metanolo e sottoposto a 
centrifugazione per 2 minuti. Il pellet ottenuto è stato essiccato a 60°C 
per 5 minuti e risospeso in 50 µl di NaPi (tampone Na2HPO4+NaHPO4) 
100 mM a pH 6. Le proteine del surnatante risultano concentrate 16 
volte; 
2) precipitazione con acido tricloroacetico: a 1880 µl di surnatante sono 
stati aggiunti 120 µl di TCA 100% e il campione è stato incubato a -20°C 
overnight (O/N). Dopo centrifugazione (16000g, 4°C, 30 minuti) il pellet è 
stato lavato con 500 µl di acetone a -20°C ed essiccato a 60°C prima di 
essere risospeso in 50 µl di NaPi 100 mM. Le proteine risultano 
concentrate circa 37 volte; 
3) concentrazione tramite evaporazione sotto vuoto: 2 ml di surnatante 
sono stati concentrati tramite speedVac™ (Savant) a 30°C per 2 ore. Il 
pellet è stato risospeso come sopra ottenendo una  concentrazione delle 
proteine 40x. 
 
3.8.2 TRICINA-SDS-PAGE 
I concentrati sono stati sottoposti a tricina-SDS-PAGE seguendo le indicazioni 
di Schagger and Von Jagow (1987) con alcune modifiche. Di seguito sono 
riportate le composizioni del gel di elettroforesi (tabella 3.4) e delle soluzioni 
utilizzate nella corsa. 
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Tab.3.4: composizione gel per SDS-PAGE 
RUNNING GEL (16,5% T, 3%C), 7,5 ml 
Soluzioni quantità   
Acrilammide/bisacrilammide 
(Biorad) 
2,5 ml 
Buffer gel (0,3% SDS) 2,5 ml 
Glicerolo 50% 2 ml 
Acqua distillata 0,5 ml 
APS 10% 30 µl 
TEMED 3 µl 
STACKING GEL (4%T, 3%C), 3 ml 
Acrilammide/bisacrilammide 0,3 ml 
Buffer gel (0,3% SDS) 0,76 ml 
Acqua distillata 1,94 ml 
APS 10% 25 µl 
TEMED 2,5 µl 
 
I tamponi usati per la corsa elettroforetica sono stati: 
1) tampone dell’anodo (10X): Tris 2M, pH 8,9 
2) tampone del catodo (5X): Tris 0,5 M, tricina 0,5 M, SDS 0,5%. 
I campioni (30 µl) sono stati addizionati con 10 µl di loading buffer 4x (trisHCl 
pH 6.8, 200 mM,  DTT 400 mM, SDS 8%, bromofenolo 0.4%, glicerolo 40%) 
riscaldati a 95°C per 5 minuti e raffreddati in  ghiaccio: 20 µl sono caricati nei 
pozzetti  del gel in duplicato. Low-Range Rainbow Markers (GE Healthcare Life 
Sciences, range 3,5-38 KDa) e Polypeptide SDS-PAGE Standards (Bio-Rad, 
range: 1,423-26,625 KDa) sono stati usati come indicatori di peso molecolare. 
La corsa è stata condotta con l’ apparecchiatura Protean II (Bio-Rad, Hercules, 
USA) a 30 mA per 30 minuti.  
Dopo la corsa, il gel è stato fissato per 30 minuti in una soluzione di metanolo 
(50%) ed acido acetico (10%). Successivamente è stato diviso in due parti: una 
parte è stata colorata con Coomassie colloidale (soluzione di colorazione: 
Coomassie R250 0.1%, acido acetico 7.5%, metanolo 50%, soluzione di 
decolorazione: metanolo 10%, ac. acetico 7,5%); l’altra parte è stata lavata per 
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3 volte (180 minuti in totale) con acqua deionizzata per eliminare l’SDS ed è 
stata utilizzata per il bioassay. 
 
3.8.3 BIOASSAY 
Il gel non colorato è stato adagiato sopra una piastra contenente E. faecalis 
JH2-2 inoculato in BHI agar come riportato al punto 3.3.2. La piastra è stata 
incubata per 24 ore a 37°C ed osservata per  la presenza di zone di inibizione 
della crescita del target, la massa molecolare approssimata della banda 
proteica con azione inibente è stata determinata per confronto con il gel 
colorato. 
 
3.9 BATTERIOCINA LPU4: MALDI-TOF MS 
 
La banda proteica bioattiva LPU4 è stata escissa dal gel, conservata in acqua 
deionizzata e inviata all’ Instituto de Biotecnologìa (INBIOTEC) dell’Università di 
Léon (Spagna) per essere analizzata tramite MALDI-TOF MS. La massa 
molecolare della proteina è stata  determinata come descritto da Cohen e Chait 
(1997), il fingerprint dei peptidi ottenuti dalla digestione triptica è stato 
confrontato con quelli depositati nelle maggiori banche dati. 
 
3.10 BATTERIOCINA LPU4: LOCALIZZAZIONE DEI DETERMINANTI 
GENETICI  
 
3.10.1 CURING  
L.plantarum LPU4 è stato sottoposto a curing per determinare la localizzazione 
dei geni implicati nella produzione della batteriocina seguendo il metodo di 
Ruiz-Barba (1994). 
Il ceppo è stato ripetutamente cresciuto in MRS broth +1% di novobiocina a 
30°C. Ad ogni nuovo inoculo è stato effettuato un conteggio attraverso diluizioni 
seriali del campione seminate in superficie su MRS agar. Le colonie cresciute a 
più alta concentrazione sono state selezionate e valutate per la produzione di 
batteriocina con un test simultaneo: colonie del produttore sono state seminate 
per infissione in agar MRS inoculato con l’indicatore. Dopo incubazione a 37°C 
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per 24 ore sono state selezionate le colonie che non producevano aloni di 
inibizione ed è stata verificata la perdita della capacità inibente nel surnatante di 
coltura secondo quanto riportato al punto 3.3.2.  
 
3.10.2 DETERMINAZIONE DEL PROFILO PLASMIDICO 
L’estrazione dei plasmidi è stata effettuata seguendo il protocollo di O’Sullivan 
(1993) con alcune modifiche: L.plantarum LPU4 è stato coltivato in 10 ml di 
MRS broth per 24 ore, le cellule batteriche sono state raccolte per 
centifugazione (6000 rpm,10 minuti, 4°C) e sono state lavate per due volte con 
10 ml di soluzione P1 (tris HCl pH 8, 50 mM + EDTA 10 mM). Dopo aver 
eliminato il surnatante, sono stati aggiunti 400 µl della soluzione di lisi (400 µl 
P1 + 30 mg/l di lisozima, +150 U mutanolisina +0.04 mg di RNAasi A) e il 
campione è stato incubato a 37°C per 15 minuti. 
Successivamente sono stati aggiunti 400 µl di soluzione P2 (QUIAGEN) e dopo 
5 minuti 400 µl di soluzione P3 (QUIAGEN) a -20°C. Dopo 30 minuti in ghiaccio 
il campione è stato centrifugato per 30 minuti a 16000g.  Il surnatante è stato di 
nuovo centrifugato e sono stati aggiunti 0.7 volumi di isopropanolo a 
temperatura ambiente. 
Dopo ulteriore centrifugazione il pellet è stato lavato con etanolo 70%, 
essiccato e risospeso in 10 µl di tampone TE (TrisCl pH 8, 10 mM+ EDTA 1 
mM).  
Un’aliquota di 5 µl è stata usata per l’elettroforesi in gel di agarosio (0.6%, 50V) 
utilizzando come marcatori di peso molecolare Supercoiled DNA ladder 
(Invitrogen, Barcelona, Spain) e Bac-tracker Supercoiled DNA ladder (Epicentre 
Biotechnologies, WI, USA) 
 
3.11 CARATTERIZZAZIONE DEL CEPPO BATTERIOCINA DEFICIENTE  
 
Dato che i geni delle batteriocine e delle proteine dell’autoimmunità si trovano 
spesso nello stesso operone, l’isolato batteriocina-deficiente (Bac-) è stato 
utilizzato come target della batteriocina LPU4 in un test AWDA per valutare la 
perdita dell’autoimmunità. 
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Inoltre, a conferma della assenza della batteriocina nel surnatante di coltura del 
ceppo bac-, questo è stato coltivato nelle stesse condizioni della forma 
isogenica bac+ ed il surnatante di entrambi è stato sottoposto a SDS PAGE e 
bioassay come indicato ai punti 3.8.2 e 3.8.3. 
Per completare lo studio, è stato valutato anche il profilo fermentativo del ceppo 
bac- con API 50 CHL. 
 
3.12 CARATTERIZZAZIONE DELLA BATTERIOCINA LPU4  
  
La batteriocina LPU4 cruda è stata caratterizzata valutando: 
- la resistenza al calore (37°C, 50°C, 70°C, 100°C per 1 ora e 121°C per 
15 minuti)  
- la resistenza all’esposizione a un largo range di pH (il pH della 
batteriocina cruda è stato aggiustato con HCl o NaOH a valori compresi 
tra 2 e 12, le aliquote sono state incubate per 1 ora a 37°C, poi il 
surnatante è stato riportato a pH 5) 
- la resistenza al trattamento con EDTA, SDS, Triton X100, Tween 20 e 
NaCl aggiunti in concentrazione finale dell’1% (v/v) al surnatante e 
incubati per 5 ore a 37°C 
- l’efficacia dell’azione antimicrobica a diversi valori di pH (il surnatante 
contenente la batteriocina e quello del ceppo Bac- sono stati aggiustati a 
pH compreso tra 4 e 7, l’esperimento è stato condotto in triplicato e al 
surnatante a pH 5 è stato attribuito il 100% di attività). 
In tutti gli esperimenti è stato introdotto un controllo negativo (terreno di coltura 
a pH 5, surnatante del ceppo Bac- nell’ultimo esperimento)  e un controllo 
positivo (surnatante non trattato, aggiustato a pH 5). La verifica dell’attività 
inibente residua è stata valutata con AWDA e confrontata con quella del 
surnatante non trattato. La percentuale di attività residua è stata espressa 
come: 
 
mm alone surnatante post trattamento 
                         ---------------------------------------            x100	  
mm alone surnatante pre-trattamento 
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3.13 STUDIO DELLA PRODUZIONE DI BATTERIOCINA IN RELAZIONE ALLA 
CRESCITA BATTERICA 
 
L. plantarum LpU4 è stato inoculato in concentrazione iniziale pari a 0.01 DO600 
in  MRS broth e in MRS 5, un terreno di coltura prodotto in house aggiungendo 
acido citrico e citrato di sodio (Carlo Erba Reagenti, Milano, Italy) all’ MRS broth 
allo scopo di ottenere un maggiore effetto tamponante del terreno nei confronti 
dell’acidificazione dovuta alla produzione di acido lattico. Le quantità  di acido 
citrico e del suo sale sodico sono state aggiunte secondo le indicazioni di 
Gomori (1946) per ottenere un tampone a pH 5.8 e tenendo in considerazione 
le moli di ammonio citrato già presenti nell’MRS standard. I campioni sono stati 
incubati fino a 48 ore  a 25°C e ad intervalli di tempo sono state prelevate delle 
aliquote per la determinazione della densità ottica a 600 nm, del pH e 
dell’attività antimicrobica. I parametri di crescita del ceppo (maximum rate e 
final cell density) nei due terreni sono stati stimati con il software DMFit (Web 
version-Institute of Food Research, Norwich, UK) usando i valori della densità 
ottica.  
 
3.14 MODO DI AZIONE 
 
E.faecalis JH2-2 è stato inoculato in MRS broth e coltivato 24 ore a 37°C. 
Aliquote del campione finale sono state utilizzate per inoculare 6 provette da 
500 µl di  MRS broth fresco. A tre provette sono stati aggiunti separatamente 
500 µl di batteriocina cruda (800 AU/ml concentrazione finale). Alle restanti 3 
provette (controllo) sono stati aggiunti 500 µl del surnatante del ceppo bac(-). 
La crescita dell’indicatore è stata osservata per 24 ore misurando la densità 
ottica a 600 nm ad intervalli di tempo. 
Una conta delle cellule vitali è stata effettuata all’inizio e alla fine 
dell’esperimento nei campioni trattati e nel controllo utilizzando le piastre 
PetrifilmTM AC (3M Italia, Milano) in associazione con MRS broth e incubazione 
anaerobia (48 ore a 37°C). 
In un altro esperimento, cellule di E. faecalis JH2-2 in fase attiva di crescita 
sono state inoculate in 1 ml di BHI e incubate a 37°C. Dopo 90 minuti sono 
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state aggiunte 80 AU/ml di batteriocina semipurificata (proteine del surnatante 
precipitate con TCA); mentre nel campione di controllo è stato aggiunto una 
stessa quantità del precipitato del surnatante del ceppo bac(-). La crescita 
dell’indicatore è stata seguita per 270 minuti misurando la densità ottica, la 
conta delle cellule vitali è stata eseguita al momento dell’aggiunta della 
batteriocina e alla fine dell’osservazione. Tutti gli esperimenti sono stati condotti 
in triplicato. 
 
3.15 VALUTAZIONE DEI FATTORI CHE INFLUENZANO LA PRODUZIONE  
 
Sono stati studiati gli effetti di fattori ambientali (temperatura) e colturali (volume 
iniziale di inoculo, pH del terreno di coltura) sulla quantità di batteriocina 
prodotta da parte di L.plantarum LPU4.  
 
3.15.1 VALIDAZIONE DEL METODO AWDA PER STIMARE LA QUANTITA’ DI 
BATTERIOCINA LPU4 
Per verificare che le differenze nei diametri degli aloni di inibizione misurati con 
il  metodo AWDA corrispondessero a effettive differenze nella concentrazione di 
batteriocina misurate con il metodo spot-on-the-lawn è stato condotto in via 
preliminare un esperimento di confronto. Aliquote di surnatante a pH 5 
contenenti 3200 AU/ml di batteriocina sono state diluite serialmente (in base 2) 
con MRS broth a pH 5 fino a 100 AU/ml. Le diluizioni sono state utilizzate in 
parallelo in test AWDA e spot-on-the-lawn come descritto al punto 3.3.2, 
avendo cura di inoculare sempre identiche quantità di indicatore (E. faecalis 
JH2-2) ml di terreno in piastra. Gli esperimenti sono stati condotti in triplicato. 
La determinazione della concentrazione con il metodo dello spot e la misura 
degli aloni di inibizione (effettuata con un calibro di precisione) sono state 
effettuate da due operatori, al fine di avere 6 determinazioni per ogni misura. Gli 
esperimenti sono stati condotti sia incubando le piastre a 37°C subito dopo la 
semina del surnatante, sia effettuando una pre-incubazione a 4°C per 24 ore. I 
risultati sono stati analizzati statisticamente applicando la retta di regressione, il 
test ANOVA e il test di Tukey per la comparazione dei risultati. I test statistici 
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sono stati condotti con il software Co-Stat 6.4 (CoHort Software, Monterey, 
USA). 
 
3.15.2 EFFETTO DEL VOLUME DI INOCULO  
In esperimenti separati, cellule di L.plantarum LPU4 in fase stazionaria di 
crescita sono state inoculate a concentrazione crescenti (0.1%, 1% e 5% v/v) in 
40 ml di MRS broth e incubate per 43 ore a 25°C. Aliquote dei campioni sono 
state raccolte dopo 19, 24 e 43 ore di incubazione ed è stata misurata la 
densità ottica a 600nm e la produzione di batteriocina con AWDA. 
L’esperimento è stato condotto in triplo, i risultati sono stati analizzati 
statisticamente applicando il test ANOVA e il test di Tukey (P≤0.05). 
 
3.15.3 EFFETTO DEL PH INIZIALE DEL TERRENO DI COLTURA 
L.plantarum LPU4 è stato inoculato (1% v/v) in 40 ml di MRS broth a pH iniziale  
5.0, 5.5 (aggiustti con HCl) e 6.2 e incubato a 25°C per 43 ore. A 24 e 48 ore 
sono state prelevate delle aliquote ed è stata determinata l’attività 
antimicrobica, l’esperimento è stato condotto in triplo. I risultati sono stati 
analizzati statisticamente come al punto 3.15.2. 
 
3.15.4 EFFETTO DELLA TEMPERATURA DI INCUBAZIONE 
L.plantarum LPU4 è stato inoculato (1%v/v) separatamente in 40 ml di MRS 
broth e incubato a 15°C, 20°C, 25°C, 30°C e 37°C fino a 144 ore per 
permettere al microorganismo di raggiungere la fase stazionaria di crescita. 
Ad intervalli di tempo è stata misurata la densità ottica e l’attività antimicrobica e 
i risultati sono stati analizzati statisticamente come descritto al punto 3.15.2. 
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
4.1 ISOLAMENTO DI BATTERI LATTICI PRODUTTORI DI ATTIVITA’ 
INIBENTE 
 
Nella fase di screening sono stati selezionati 5 ceppi (L.plantarum LPU3 e 
LPU4 e ceppi 64A, 64C e 64D) che presentavano un’attività antimicrobica nel 
surnatante di coltura riconducibile alla presenza di batteriocine (figura 4.1). 
Fig.4.1: 1) surnatanti di coltura di LPU3 e LPU4 testati con AWDA contro E.faecalis JH2-2, 2) 
colonie con attività antagonistica verso L.innocua ATCC 33090 rilevate con il metodo del triplo 
strato, 3) surnatanti di coltura dei ceppi 64 A, 64C, 64D testati con spot-on-the-lawn contro 
L.innocua ATCC 33090. 
 
   
L’attività antagonistica dei surnatanti di ogni ceppo è rimasta inalterata dopo 
aver aggiustato il pH a 6 (escludendo così l’azione di acidi organici non 
dissociati nel determinare l’azione antimicrobica) e dopo il trattamento con la 
catalasi (escludendo il coinvolgimento di H2O2) mentre non era più visibile dopo 
il trattamento con gli enzimi proteolitici (pepsina, proteinasi K e pronasi), 
svelando la natura proteica dell’effetto inibente.  
Il profilo fermentativo dei ceppi L.plantarum LPU3 e LPU4 (fig. 4.2) includeva: 
L-arabinosio, D-ribosio, D-galattosio, D-glucosio, D-fruttosio, D-mannosio, D-
mannitolo, metil-D-mannopiranoside, N-acetilglucosammina, amigdalina, 
arbutina, salicina, D-cellobiosio, D-maltosio, D-lattosio, D-mellibiosio, D-
saccarosio, D-trealosio. Solo il ceppo LPU3 fermentava il D-sorbitolo e il D-
turanosio. 
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Fig.4.2: profilo fermentativo dei ceppi LpU3 e LPU4 nella galleria API 50 CHL 
 
L.plantarum LPU3 proveniva dalla microflora di un pecorino a latte crudo a 45 
giorni di stagionatura (pH tra 5 e 5.7), L.plantarum LPU4 da uno a 7 giorni di 
stagionatura (pH tra 4.8 e 5.6), la zona geografica di produzione era la 
provincia di Siena. 
Entrambi presentavano una evidente inibizione contro E.faecalis JH2-2 ma 
nessun effetto contro tutti i ceppi di L.monocytogenes testati. Tuttavia 
ampliando lo spettro degli indicatori è stata evidenziata una azione verso ceppi 
di S.aureus e ciò ha influito sulla scelta della successiva caratterizzazione della 
loro attività antimicrobica. 
I 3 isolati di specie non nota sono stati identificati fenotipicamente come 
Lactococcus lactis lactis; due di essi (64C e 64 D), con identico profilo 
fermentativo nella galleria API 50CHL, sono stati considerati cloni dello stesso 
ceppo. I due Lactococcus lactis lactis provenivano dalla microflora di un 
pecorino a latte crudo sperimentalmente inoculato con L.monocytogenes, in cui 
si era osservata una progressiva diminuzione della carica del patogeno nel 
corso della stagionatura. Nelle condizioni di laboratorio utilizzate, i due ceppi in 
esame sono stati in grado di inibire la crescita di tutti i 10 ceppi di 
L.monocytogenes  testati, oltre che di E.faecalis e L.innocua.  
Da questi risultati si è supposto che i due ceppi avessero verosimilmente 
contribuito alla soppressione della crescita di Listeria monocytogenes osservata 
nel formaggio durante il challenge test, attraverso la produzione di una specifica 
attività batteriocina-correlata. Tuttavia essendo nota da molti anni la capacità di 
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Lactococcus lactis di produrre batteriocine anti-Listeria come la nisina, la 
lactococcina o la lacticina (Beshkova, 2012; Karpiński, 2013), si è deciso di non 
approfondire nel corso di questo studio la caratterizzazione dell’attività 
antimicrobica di questi ceppi. 
 
4.2 SPETTRO DI ATTIVITA’ DELLE BATTERIOCINE LPU3 E LPU4 
 
I surnatanti di coltura di L.plantarum LPU3 e LPU4 a pH 5 (valore paragonabile 
a quello riscontrato nel pecorino al momento dell’isolamento dei ceppi) sono 
stati in grado di inibire la crescita dei microorganismi riportati in tabella 4.1: 
Tab.4.1: spettro di attività di L.plantarum LPU3 e LPU4 
INDICATORE POSITIVI/TESTATI 
E. faecalis ATCC 19433 
 E. faecalis wild type  
E. faecalis V583 (vancomicina resistente) 
E. faecium, ATCC 19434 
E.faecium,BM4147(vancomicina resistente) 
1/1 
5/5 
1/1 
1/1 
1/1 
Lact plantarum W.T 
Leuc. citreum W.T. 
1/1 
1/1 
Carnobacterium divergens W.T. 
Lact.lactis, IL1403 
1/1 
1/1 
Staphylococcus aureus, gentamicina resistente  
Staphylococcus aureus, beta-lattamasi resistente  
Staphylococcus aureus, meticillina resistente  
2/4 
3/5 
1/1 
 
Lo spettro di attività includeva ceppi di Staphylococcus aureus con vari tratti di 
antibiotico-resistenza tra cui uno S.aureus meticillina-resistente (MRSA). 
Considerando che la sensibilità alle batteriocine è ceppo-specifica e avendo 
utilizzato un solo ceppo di MRSA per valutare lo spettro di attività, non è 
possibile trarre una conclusione definitiva riguardo l’efficacia della batteriocina 
verso questo tipo di patogeni. Tuttavia è importante riportare questo dato dal 
momento che fino ad ora, per nostra conoscenza, solo per la plantaricina ZJ008 
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(Zhu et al., 2014) è stato verificata un’azione inibitoria verso MRSA ed anche in 
questo caso utilizzando un solo ceppo come target. 
Lo stesso vale per la capacità dimostrata dalla batteriocina LPU4 di inibire VRE 
(E.faecalis vancomicina-resistenti): nonostante sia stato testato un solo ceppo, 
ad oggi non ci sono in letteratura altre evidenze di plantaricine che includono 
VRE nel loro spettro di azione. Lawton et al. (2007), basandosi sulla similarità di 
struttura della plantaricina W alla lacticina 3147, presumono uno spettro di 
attività simile (la lacticina 3147 è attiva contro MRSA e VRE) ma senza fornire 
evidenze scientifiche.  
 
4.3 CONFERMA DELLA NATURA PROTEICA DELL’ATTIVITA’ INIBENTE DI 
LPU3 E LPU4 
 
Attraverso l’analisi SDS-PAGE seguita da bioassay è stata confermata la 
presenza di una identica batteriocina di circa 6 KDa nei surnatanti di 
L.plantarum LPU3 e LPU4. Come evidenziato dalla figura 4.3, la purificazione 
delle proteine del surnatante con metanolo/cloroformio (figura al centro) e con 
TCA (figura a destra, prime due corsie) permetteva di ottenere una migliore 
separazione e di conseguenza una migliore individuazione della banda bioattiva 
rispetto alla concentrazione con speed-vac (figura a destra, ultime due corsie). 
Fig.4.4: a sinistra gel di SDS-PAGE colorato con Coomassie blu, M:marker di peso molecolare, 
i numeri a sn sono espressi in KDa; al centro bioassay delle proteine concentrate con met/clor; 
a destra bioassay delle proteine concentrate con TCA e speed vac 
 
 
 38	  
4.4 DETERMINAZIONE DELLA MASSA MOLECOLARE DELLA 
BATTERIOCINA LPU4 CON MALDI-TOF MS 
 
Appurato che le batteriocine prodotte dai due ceppi avevano la stessa massa 
molecolare stimata tramite SDS-PAGE e considerando la scarsa quantità 
rilevata nel surnatante di LPU3, è stata focalizzata l’attenzione solo sulla 
batteriocina LPU4. 
La spettrometria di massa ha rivelato che la batteriocina LPU4 aveva una 
massa di 4866,7 Da (figura 4.4). L’analisi dei frammenti derivati dalla digestione 
triptica (peptide mass fingerprinting) non ha rilevato omologie con nessuna 
delle proteine depositate nelle banche dati consultate (SwissProt, NCBInr, 
EMBL). Dalla ricerca effettuata in questi database, lo score più alto (che indica 
il livello di similitudine del fingerprint della proteina con quelle note) è stato 
ottenuto per una proteina di aggregazione prodotta da Lactobacillus ultunensis 
e con una subunità dell’emoglobina, tuttavia la massa molecolare della 
batteriocina non coincide con quella di queste proteine. Sulla base di questi 
risultati è risultato chiaro che la batteriocina in esame non è mai stata descritta 
in precedenza ed è stata chiamata plantaricina LPU4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 39	  
Fig.4.4: massa molecolare della plantaricina LPU4 
 
 
4.5 LOCALIZZAZIONE DEI DETERMINANTI GENETICI 
 
Dopo 9 passaggi in coltura con novobiocina, alcune colonie di L.plantarum 
LPU4 hanno perso la capacità di produrre la batteriocina e l’autoimmunità. 
L’analisi del profilo plasmidico di un isolato rappresentativo Bac- ha permesso 
di stabilire la perdita di alcuni plasmidi rispetto al ceppo originario (fig. 4.5). 
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Fig. 4.5: profilo plasmidico di L.plantarum LPU4 pre (U4) e post curing (U4p). M1 e M2: 
supercoiled DNA ladder  
 
 
Sebbene dall’analisi del gel di agarosio non sia stato possibile definire con 
esattezza il numero di plasmidi (la cui grandezza andava da 8 a 95 kb) 
contenuti in L.plantarum LPU4, tuttavia risulta evidente che il ceppo Bac- ha 
perso tutti i plasmidi ad eccezione di quello da circa 8 kb. Da questi risultati si 
può dedurre che i geni implicati nella produzione della batteriocina e nella 
espressione delle proteine dell’autoimmunità (verosimilmente organizzati in un 
operone) siano localizzati su uno dei plasmidi di più grande dimensione. Alcune 
plantaricine codificate da geni plasmidici sono state riportate in letteratura come 
ad es. la plantaricina 423 (Van Reenen et al. 2006) e la plantaricina WHE92 
(Miller et al. 2005). 
Le caratteristiche metaboliche del ceppo curato LPU4p sono risultate immutate 
(infatti aveva lo stesso profilo fermentativo della sua forma isogenica) quindi 
non è stato possibile dall’analisi fenotipica presumere una correlazione tra 
l‘espressione dei geni per la batteriocina e l’espressione di proteine implicate 
nella captazione o utilizzo degli zuccheri testati. Invece nel caso della 
batteriocina codificata dal plasmide pBL1 in Lactococcus lactis Lcn972, uno 
studio sull’ espressione genica di ceppi trasformati con il plasmide e produttori 
della batteriocina, ha evidenziato una down-regolazione del gene CelB, 
codificante per una proteina implicata nell’ uptake del cellobiosio. Gli autori 
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hanno ipotizzato che questa proteina possa essere il target della batteriocina e 
per un meccanismo di auto-immunità non venga espressa nei ceppi che 
producono la batteriocina stessa (Campelo et al., 2011). 
Il bioassay del surnatante di coltura di LPU4p, coltivato nelle stesse condizioni 
di LPU4, ha confermato la mancata produzione della batteriocina da parte del 
ceppo curato (figura 4.6). Il risultato ottenuto ha permesso di utilizzare il ceppo 
LPU4p come controllo negativo in tutti gli esperimenti successivi. 
 
Fig.4.6. A sinistra: SDS-PAGE delle proteine concentrate con TCA del surnatante di LPU4 (1) e 
LPU4p (2). A destra: bioassay, è visibile l’alone di inibizione solo nel caso di LPU4. M: marker di 
peso molecolare  
 
 
4.6 CARATTERIZZAZIONE DELLA PLANTARICINA LPU4 
 
La plantaricina LPU4 è risultata resistente al calore (l’attività residua dopo 15 
minuti a 121°C era dell’87%), all’esposizione a pH acidi e basici (attività 
invariata tra pH 2 e 10), a detergenti anionici (SDS), a surfattanti non ionici 
(Triton X100, Tween 20) e a sali (EDTA e NaCl). Caratteristiche simili sono 
state riportate per alcune plantaricine descritte recentemente in letteratura	  
(Todorov et al. 2011, Martinez et al. 2013, Gupta 2014). Lo studio dell’effetto 
dei detergenti sulle batteriocine crude permette di verificare se nel surnatante 
sono presenti complessi inattivi composti da più molecole della batteriocina 
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stessa: in questo caso, dopo trattamento con i detergenti si potrebbe assistere 
a un aumento dell’attività collegato a una liberazione delle molecole attive, 
come riportato ad esempio per l’effetto di Tween 20 e SDS sulla lactacina F 
(Muriana et al., 1991).  
L’efficacia dell’attività antibatterica è risultata condizionata dal pH dell’ambiente 
in cui la batteriocina agisce: come si vede dalla figura 4.7, l’effetto inibente è 
elevato a pH acido e diminuisce avvicinandosi alla neutralità. L’attribuzione 
dell’effetto inibente agli acidi organici non dissociati (soprattutto acido lattico)  
presenti nel surnatante è stata scartata, dal momento che fino a pH 4.5 il 
surnatante del ceppo LPU4p non produceva alcun alone di inibizione. 
L’aumentata efficacia dell’azione antibatterica può essere dovuta a una 
maggiore affinità della batteriocina per il target o a una maggiore solubilità della 
stessa a pH acido. Diversi studi riportati in letteratura sono stati effettuati 
utilizzando plantaricine semipurificate a pH 5 come la plantaricina 163 (Hu et al. 
2013) e la plantaricina ZJ008 (Zhou et al., 2014), o preparazioni di batteriocina 
cruda a pH 4 come la plantaricina LD1 (Gupta et al., 2014). 
 
Fig. 4.7: effetto del pH sull’efficacia inibente della batteriocina 
 
 
4.7 PRODUZIONE DI BATTERIOCINA E CRESCITA BATTERICA 
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plantaricina LPU4 si è rivelata un metabolita primario: in MRS broth a 25°C  la 
sua presenza è stata registrata all’inizio della fase esponenziale, il massimo 
(1600 AU/ml) è stato raggiunto quando il ceppo entrava nella fase stazionaria 
(a 24 ore di incubazione) e l’attività  è rimasta costante fino a 48 ore, facendo 
supporre che la produzione di enzimi proteolitici (in grado di degradare la 
batteriocina) da parte del ceppo fosse assente o a livelli molto bassi. A 
differenza di altre plantaricine (in cui l’attività subisce una progressiva 
diminuzione dopo il raggiungimento del picco massimo), un comportamento 
simile è stato riportato per la plantaricina MG (Gong et al. 2010). Quando 
L.plantarum LPU4 è stato coltivato in MRS 5 (terreno tamponato) l’attività è 
aumentata da 100 AU/ml a 3200 AU/ml durante la fase esponenziale ed è 
rimasta stabile fino alla fine. Il tasso di crescita stimato in MRS broth è stato  più 
alto che in MRS 5 (0.51±0.05 vs 0.41±0.04 OD/h-1) ma la densità cellulare 
finale è stata maggiore in MRS 5 (OD: 8.17±0.20 vs 7.43±0.16). In MRS il pH è 
sceso fino a 3.82 dopo 28 ore ed è rimasto costante, bloccando di fatto l’ 
accrescimento ulteriore della coltura, in MRS 5 invece l’acidificazione è stata 
più lenta (verosimilmente per l’azione tamponante del terreno) e il pH ha 
raggiunto 3.89 solo dopo 48 di incubazione, permettendo il raggiungimento di 
una maggiore densità cellulare. Precedentemente sono stati riportati studi in cui 
un terreno tamponato costruito in house ha permesso di incrementare 
l’accumulo di biomassa e la produzione di batteriocina in un ceppo di 
Streptococcus salivarius (Barbour and Philip, 2014), così come il mantenimento 
costante del pH durante la crescita in appositi fermentatori ha incrementato la 
produzione di batteriocina in Lactobacillus curvatus L442 e Leuconostoc 
mesenteroides L124 (Mataragas et al. 2003). 
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Fig.  4.8. a: andamento della crescita in MRS (quadrati vuoti) e in MRS 5 (quadrati pieni) e della 
diminuzione del pH in MRS (triangoli vuoti) e in MRS 5 (triangoli pieni). b: produzione della 
batteriocina in MRS (colonne nere) e in MRS 5 (colonne bianche). Le misure sono in triplicato, 
la DS non è riportata in quanto <5%. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.8 MODO DI AZIONE 
 
La plantaricina LpU4 ha mostrato un modo di azione batteriostatico piuttosto 
che battericida. Infatti quando la batteriocina cruda è stata aggiunta alla 
sospensione dell’indicatore fin dall’inizio dell’incubazione (fig. 4.9) la densità 
ottica rilevata è rimasta costante per 24 ore e il conteggio delle cellule vitali è 
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rimasto pressoché invariato (7.86±0.06 log UFC/ml iniziale e 7.21±0.12 log 
UFC/ml finale). Allo stesso modo quando è stata aggiunta la batteriocina 
semipurificata a cellule in fase attiva di crescita, la densità ottica del campione 
trattato è rimasta costante nei successivi 180 minuti mentre ha raggiunto il 
massimo nel controllo (fig. 4.10). Anche in questo caso la conta delle cellule 
vitali è rimasta invariata nel campione trattato dal momento dell’aggiunta della 
plantaricina fino alla fine dell’osservazione. Un effetto batteriostatico è stato 
riportato precedentemente per la plantaricina C19 (Atrih et al., 2001) e la 
plantaricina TF711 (Hernández et al., 2005). Tuttavia i dati osservati potrebbero 
avere una spiegazione alternativa legata all’elevata concentrazione iniziale 
dell’indicatore rispetto alla quantità di batteriocina aggiunta: in questo caso 
l’effetto battericida potrebbe essere stato mascherato dalla crescita delle cellule 
non lisate dalla batteriocina. Un ulteriore approfondimento sarà necessario per 
meglio definire il modo di azione della plantaricina LPU4, ad esempio dosando 
la concentrazione degli ioni K+ nel mezzo di coltura subito dopo l’aggiunta della 
batteriocina, allo scopo di valutare indirettamente la formazione di pori e la 
conseguente fuoriuscita di ioni dalla cellula batterica target.  
Fig. 4.9: crescita di E.faecalis JH2-2 in presenza di plantaricina LPU4 (triangoli) e in assenza 
(cerchi) 
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Fig. 4.10: effetto dell’aggiunta di plantaricina LPU4 (freccia) sulla crescita di E. faecalis JH2-2 
(triangoli) rispetto al controllo (cerchi). 
 
 
 
4.9 FATTORI CHE INFLUENZANO LA PRODUZIONE  
 
4.9.1 VALUTAZIONE DEL METODO AWDA PER LA STIMA DELLA 
CONCENTRAZIONE 
I risultati ottenuti misurando gli aloni di inibizione di diluizioni seriali della 
plantaricina LPU4 hanno dimostrato che l’AWDA stima correttamente le 
differenze tra concentrazioni diverse nel range 100 - 3200 AU/ml misurate con 
slo spot-on-the lawn (tabella 4.1). 
Tab. 4.1: analisi statistica delle misure degli aloni di inibizione nel test AWDA. Nell’ultima 
colonna le lettere diverse indicano risultati statisticamente significativi secondo il test di Tukey 
(p<0.05). 
conc. (AU/ml) Diametro aloni 
Media± SD  
(mm) 
n.ro ripetiz. Range di non 
significatività 
3200 30.35±0.33 6 a 
1600 20.37±0.42 6 b 
800 16.82±0.34 6 c 
400 14.25±0.23 6 d 
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conc. (AU/ml) Diametro aloni 
Media± SD  
(mm) 
n.ro ripetiz. Range di non 
significatività 
200 13.35±0.18 6 e 
100 11.28±0.34 6 f 
 
In particolare la pre-incubazione delle piastre a 4°C per 24 ore ha permesso di 
ottenere il più alto valore di correlazione tra i due metodi (fig.4.11) in accordo 
con i risultati riportati da Lalpuria et al (2012) in uno studio sulla quantificazione 
di Nisaplin con un test AWDA in cui la preincubazione delle piastre a 4°C si è 
dimostrata utile per aumentare l’accuratezza e la sensibilità del test. 
 
Fig.4.11: correlazione tra attività espressa come AU/ml e diametro aloni di inibizione 
 
L’utilizzo del test AWDA per confrontare concentrazioni diverse della 
plantaricina LPU4 si è dimostrato di semplice e rapida esecuzione e in grado di 
rivelare anche piccole differenze di concentrazioni (con una sensibilità 
maggiore rispetto a quelle rilevate dalla diluizione in base 2). La ripetibilità del 
test richiede la messa a punto di specifiche condizioni riguardanti i fattori che 
possono influenzare la diffusione della plantaricina nel terreno e di 
conseguenza la misura dell’alone di inibizione: il numero delle cellule di 
indicatore, la concentrazione di agar, il pH, la composizione del terreno e il suo 
spessore in piastra, il pH del surnatante. 
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La quantità iniziale di inoculo non ha influenzato significativamente la 
produzione massima di batteriocina come mostrato in figura 4.13: sebbene il 
campione con l’inoculo più basso abbia impiegato più tempo per raggiungere la 
fase stazionaria di crescita, la quantità di plantaricina rilevata ai diversi intervalli 
di tempo è risultata simile per tutti gli inoculi testati (p<0.05). Da questi dati non 
sembra che la produzione di plantaricina sia legata ad una soglia elevata di 
concentrazione iniziale, come riportato invece per L.plantarum C2 che richiede 
una ben definita (109 ufc/ml) densità cellulare per innescare la produzione di 
batteriocina (mediata da quorum sensing) durante la crescita cellulare (Rizzello 
et al. 2014). Tuttavia i dati osservati non sono sufficienti per stabilire se la 
produzione di plantaricina LPU4 sia mediata da un meccanismo di quorum 
sensing. Uno studio biomolecolare volto ad individuare la presenza di una 
sequenza nell’operone della plantaricina riconducibile all’espressione di una 
molecola di innesco potrebbe chiarire il meccanismo di produzione di questa 
plantaricina. 
 
Fig. 4.13: produzione di batteriocina (colonne) e crescita batterica (linee) in campioni inoculati 
con 0.1%(blu), 1%(rosso) e 5%(nero) (v/v) di L.plantarum LPU4 
 
 
4.9.3 EFFETTO DEL pH INIZIALE DEL TERRENO DI COLTURA 
 
Il pH iniziale del terreno di coltura è risultato un fattore che influenza la quantità 
di batteriocina prodotta da L.plantarum LPU4 (figura 4.14): infatti la crescita in  
MRS broth con pH iniziale a 6.2 o 5.5 ha permesso la produzione di una 
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quantità significativamente maggiore (p<0.05) di plantaricina rispetto a pH 5, 
probabilmente legato alla minore densità cellulare finale raggiunta: le stesse 
caratteristiche sono state riportate per la plantaricina AMA-K (Todorov, 2008). 
 
Fig. 4.14: effetto del pH iniziale del terreno sulla produzione massima di batteriocina: pH 5 
(colonne blu), pH 5.5 (colonne rosse) e pH 6.2 (colonne nere). L’asterisco indica il risultato 
statisticamente significativo in ogni gruppo (p<0.05) 
 
 
4.9.4 EFFETTO DELLA TEMPERATURA 
 
La produzione della plantaricina LPU4 è positivamente influenzata dalla 
temperatura di crescita del ceppo. Come si nota dalla figura 4.15, la più alta 
attività è stata registrata dopo 144 ore coltivando L.plantarum LPU4 a 15°C, 
dopo 72 ore a 20°C, dopo 43 ore a 25°C e dopo 24 ore a 30°C. Inoltre, il valore 
riscontrato a 30°C è risultato significativamente inferiore rispetto a quelli  
ottenuti a temperatura più basse. Sorprendentemente, durante la crescita a 
37°C non è stata mai registrata la presenza di attività antibatterica, facendo 
supporre che la temperatura possa influenzare la sintesi della batteriocina 
stessa o permettere una sua immediata distruzione da parte di enzimi 
proteolitici attivi a 37°C. Un simile effetto della temperatura è stato riportato per 
le batteriocine prodotte da L.sakei MBSa1 (Barbosa et al, 2014) e da 
Carnobacterium maltaromaticum UAL26 (Miller and McMullen, 2014). In questo 
ultimo caso gli autori hanno spiegato i risultati ottenuti affermando che la 
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temperatura relativamente elevata può cambiare la fluidità della membrana del 
ceppo produttore e questo determina dei cambiamenti conformazionali delle 
proteine implicate nella secrezione della batteriocina presenti sulla membrana 
stessa, con conseguente alterazione della loro funzione. 
Fig.4.15: effetto della temperatura di crescita sulla produzione della plantaricina LPU4 in 
relazione alla crescita batterica: crescita e produzione a 15°C (linea e barre verde), a 20°C 
(linea e barra nera), a 25°C (linea e barra blu), a 30°C (linea e barra rossa) e a 37°C (linea nera 
tratteggiata. L’asterisco indica il risultato significativamente più basso rispetto agli altri 
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 5. CONCLUSIONI 
 
La scelta di caratterizzare la plantaricina LPU4 (tra quelle rilevate nella fase di 
screening di questo studio) si è basata sulla valutazione iniziale dello spettro di 
attività. L’inibizione di ceppi di S.aureus è stata ritenuta importante per una 
eventuale applicazione tecnologica di L.plantarum LPU4, ad esempio come 
coltura aggiuntiva nella produzione di pecorino a latte crudo. D’altra parte la 
presenza di L.plantarum tra i NSLAB (non starter lactic acid bacteria) della 
microflora dei formaggi è una caratteristica comune di vari formaggi a latte 
crudo come riportato da Colombo et al. (2009), Golic et al. (2013), De Pasquale 
et al. (2014), Caro et al. (2013): L.plantarum può originare dal latte o da fonti 
indirette come il foraggio, le attrezzature o le pratiche di lavoro tradizionali 
(Montel et al. 2014). Quindi l’utilizzo di questo microorganismo non andrebbe 
ad alterare la composizione della microflora autoctona che è implicata nello 
sviluppo delle specifiche caratteristiche organolettiche di ogni produzione. 
L’azione anti-stafilococcica della plantaricina LPU4 è di notevole interesse, 
considerando il fatto che il 6.4% di tutti gli episodi di tossinfezione alimentare 
rilevati in Europa nel 2012 è stata causata da tossine stafilococciche e nel 20% 
dei casi l’alimento di trasmissione era il formaggio (EFSA-CDPC report, 2014). 
Inoltre il regolamento europeo 2073/05 include gli S.aureus coagulasi positivi 
tra i criteri di processo per la valutazione dei prodotti caseari, tra cui i formaggi 
a latte crudo, per cui l’utilizzo di L.plantarum LPU4 potrebbe essere utile nel 
contenimento della carica di questi microorganismi. Infatti livelli inaccettabili di 
S.aureus sono stati riportati per diversi formaggi a latte crudo sia in Italia che in 
altri Paesi (Borelli et al. 2006, Little et al. 2008, Giammanco et al. 2011, Spanu 
et al. 2012). Inoltre è da sottolineare che la plantaricina LPU4 ha avuto un 
effetto inibitorio anche verso un ceppo MRSA. Nonostante la reale efficacia sia 
da confermare testando un numero maggiore di ceppi, il risultato ottenuto è 
significativo, dal momento che negli ultimi anni sono stati riportati casi di 
tossinfezioni da MRSA da alimenti di origine animale (Haga et al., 2007; 
Kerouanton et al., 2007; Loeto et al., 2007; Nema et al., 2007, Kitamoto et al., 
2009).  
Lo studio del modo di azione della plantaricina LPU4 attraverso la stima della 
 52	  
densità cellulare delle cellule target ha rilevato che, in presenza della 
batteriocina, la crescita veniva arrestata ma non si aveva lisi cellulare (la 
densità ottica, che misura la concentrazione della sospensione cellulare, 
rimaneva costante nel tempo). Da questo risultato si può supporre che la 
plantaricina LPU4 inibisce la crescita del target senza causarne la lisi, evitando 
il conseguente rilascio di tossine o altre proteine presenti all’interno della 
cellula. Questa caratteristica risulta particolarmente vantaggiosa se applicata al 
controllo di S.aureus tossigeni. 
Tramite il “peptide mass fingerprinting” la plantaricina LPU4 è risultata essere 
una batteriocina mai descritta in precedenza, per cui sarà necessario 
approfondire la sua caratterizzazione per quel che riguarda la sequenza 
aminoacidica  e la determinazione dei geni coinvolti nella sintesi. Nel corso di 
questo studio è stato appurato che i determinanti genetici della plantaricina 
sono collocati a livello plasmidico. Questo risultato è molto interessante perché 
un plasmide può essere con facilità trasferito in altre cellule ospiti per studiare i 
meccanismi legati alla produzione, secrezione e autoimmunità della 
plantaricina, oppure può essere trasferito in cellule di colture starter usate per la 
produzione di formaggi e svolgere la sua attività senza influire sulla 
composizione della microflora. Vari esempi di questo tipo di utilizzo sono stati 
riportati da Beshkova et al.(2012). 
Infine è utile sottolineare che vari parametri utilizzati negli esperimenti condotti 
in questo studio sono stati settati allo scopo di ottenere delle condizioni che 
mimassero la matrice alimentare. I risultati ottenuti confortano l’idea che 
l’azione della plantaricina LPU4 possa essere efficace anche in situ: ad 
esempio il pH dei vari pecorini da cui provenivano gli isolati variava tra 4.8 a 
5.7, allo stesso modo l’efficacia della plantaricina cruda è stata più elevata a pH 
acidi, la presenza di NaCl a concentrazioni paragonabili a quelle della matrice 
non ha influenzato l’efficacia dell’azione antibatterica, infine le condizioni di 
coltura a pH controllato e a temperature relativamente basse (paragonabili al 
formaggio durante la stagionatura) hanno consentito la massima produzione di 
plantaricina.  
Va sottolineato però che l’efficacia delle batteriocine in condizioni di laboratorio 
può non essere indicativa del reale effetto in situ, essendo quest’ultimo 
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condizionato dalla composizione chimica dell’alimento: ad esempio le 
batteriocine possono diffondere in modo non uniforme, essere adsorbite da 
globuli di grasso o proteine, essere degradata da proteasi o altri enzimi (Blom 
et al., 1997). L’azione inibitoria è anche correlata al livello di contaminazione 
dell’alimento: se la contaminazione è elevata, l’attività antibatterica può risultare 
bassa e incapace di prevenire lo sviluppo del target.  
Sulla base dei risultato ottenuti da questo studio, risulta evidente che la nuova 
plantaricina LPU4 mostra delle caratteristiche interessanti dal punto di vista 
dell’applicazione tecnologica e risulta un ottimo candidato per lo sviluppo di 
colture bioprotettive. Inoltre la capacità di inibire microorganismi con caratteri di 
antibiotico-resistenza apre nuovi possibili scenari, come l’applicazione in campo 
clinico sia umano che veterinario.  
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